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(57) Abstract: The invention relates to devices and methods for analyzing ion channels in membranes. The invention is charac- 
terized by a biochip with a substrate wherein openings are provided in the form of an MxN matrix for receiving a cell membrane 
comprising at least one ion channel (1) or an artificial lipid membrane (Me), whereby M > 1 and > 1. 

<s 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur Untersuchung von Ionenkanalen in Membranen. 
Die Erfindung zeichnet sich aus durch einen Biochip mit einem Substrat, in welchem in Form einer MxN Matrix Offnungen zur 
Aufnahme einer wenigstens einen Ionenkanal (I) umfassenden Zellmembran oder einer kunstrlichen Lipidmembran (Me) vorgesehen 
sind, wobei M > 1 und > 1 . 
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Vorrichtung und Verfahren zur Untersuchung von lonenkanaien in Membranen 

Gebiet der Erfindunq 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur Untersuchung von lonenkanaien in 
Membranen, insbesondere Vorrichtungen und Verfahren zur Durchfuhrung der sogenann- 
ten Patch-Clamp-Technik mit Hilfe eines Biochips, insbesondere fur die Anwendung in 
Hochdurchsatzverfahren. 

Stand der Technik 

lonenkanale sind Membranproteine, die als schaltbare Poren fur Stromfluss dienen. Insbe- 
sondere sind lonenkanale als kleinste erregbare biologische Strukturen die fundamentalen 
Schaltelemente des Nervensystems. Die Ausstattung einer Nervenzelle mit lonenkanaien 
verschiedenen Typs bestimmt daher wesentlich ihre Rolle bei der Informationsverarbeitung 
im Gehirn. Ahnliches gilt im ubrigen auch fur nicht neuronale erregbare Zellen, beispiels- 
weise fur die des Herzmuskels und seiner Erregungsleitungssysteme. Schaltvorgange in 
lonenkanaien werden unter anderem deshalb untersucht, urn Aufschlusse uber etwaige 
Fehlfunktionen und deren Behebung durch Medikamente und dergleichen zu gewinnen. 

Zur Untersuchung von lonenkanaien in Zellmembranen im Hinblick auf deren Schaltvor- 
gange, d.h. deren Offnungs- und Schlieftmechanismen, wird im Stand der Technik das 
Patch-Clamp-Verfahren eingesetzt. Hierzu werden sogenannte Patch-Clamp-Pipetten aus 
Glas verwendet. Eine derartige Pipette ist in Figur 5 dargestellt. Diese Pipette umfasst eine 
Offnung 59, die ungefahr einen Durchmesser von 1 ^m aufweist. Weiterhin umfasst die 
Pipette einen Pipettenschaft 58, in dem eine Elektrode 53 vorgesehen ist. 

Zur Analyse eines lonenkanals wird ein Membranfleck mittels einer derartigen mit Elektrolyt 
gefullten Pipette angesaugt, so dass sich zwischen Membran und Glas ein enger Kontakt 
bildet. Auf diese Weise wird ein sehr hoher Abdichtwiderstand in einer GrolSenordnung > 1 
GO. erhalten. Hieruber konnen sehr kleine lonenstrOme durch die Membran bis hinab zu 
einigen 100 fA gemessen werden. 
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Nachteil der bekannten Vorrichtung ist jedoch, dass sie nicht geeignet ist, um gleichzeitig 
eine Vielzahl von Substanzen bzw. die Wirkung einer Substanz auf eine Vielzahl verschie- 
dener (z.B. gentechnisch veranderter) lonenkanaie zu untersuchen. Die bekannte Vorrich- 
tung ist demnach nicht fur Hochdurchsatzuntersuchungen geeignet. Dadurch ist diese Vor- 
richtung nur sehr eingeschrankt zum Substanz-Screening in der pharmazeutischen Indu- 
strie einsetzbar. 

Weiterer Nachteil der bekannten Vorrichtung ist, dass die Zeitskala, auf der die Offnungs- 
und SchliefLmechanismen in lonenkanaien ablaufen, mit dieser Vorrichtung aus Glaspipet- 
te, Elektrode und Verstarker nur sehr eingeschrankt zuganglich ist. So besteht fur Patch- 
Clamp-Verfahren mit dieser Vorrichtung eine Beschrankung der Bandbreite auf unter 1 00 
kHz. Zur Untersuchung der Offnungs- und SchlieRmechanismen in lonenkanaien waren 
hingegen Zeitskalen, die einer Bandbreite von > 1 MHz entsprechen, wunschenswert. 

Der Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung zur Untersuchung 
von lonenkanalen in Zellmembranen zu schaffen, welche fur Hochdurchsatzverfahren, bei- 
spielsweise zum Einsatz in der pharmazeutischen Industrie, geeignet ist und/oder die ein 
verbessertes Signal-zu-Rauschverhaltnis und eine verbesserte Zeitauflosung zeigt. 

Beschreibunq der Erfindung 

Diese Aufgabe wird durch einen Biochip zur Untersuchung von lonenkanalen mit einem 
Substrat gelost, in dem Offnungen in Form eines MxN-Arrays zur Aufnahme einer wenig- 
stens einen lonenkanal umfassenden Zellmembran Oder zur Aufnahme einer wenigstens 
einen lonenkanal umfassenden kunstlichen Lipidmembran vorgesehen sind, wobei M > 1 
und N > 1. 

Durch Verwendung eines derartigen Biochips kann auf die Pipette, deren relativ langer 
Schaft zu einer hohen Streukapazitat fuhrt, verzichtet werden. Vielmehr konnen von vorn- 
herein die kritischen geometrischen Parameter optimiert werden, wodurch das Signal-zu- 
Rauschverhaltnis gegenuber dem Stand der Technik stark verbessert wird und demnach 
die Zeitauflosung erhOht wird. Dies gilt sowohl fur Biochips mit einer einzigen Offnung, d.h. 



2 



WO 02/066596 



PCT/EP02/00078 



fur M = N = 1, als auch fur Biochips mit einer Mehrzahl von Offnungen, d.h. M > 1 und/oder 
N > 1. 

Durch die Mehrzahl der Offnungen zur Aufnahme von Membranen, die lonenkanale ent- 
halten, kann daruber hinaus im Fall M > 1 und/oder N > 1 die Patch-Clamp-Technik paralle- 
lisiert werden, wodurch sich M mal N Messungen simultan mit einem Chip vornehmen las- 
sen. 

Besonders vorteilhaft ist hierbei die Anpassung der Form dieses MxN-Arrays an die Geo- 
metrie der in den pharmazeutischen Industrie standardmSBig verwendeten 96-, 384- oder 
1536-Kuvettenplatten. Diese Kuvettenplatten lassen sich in Pipetierautomaten einsetzen, 
mit denen Substanzen auf den hier beschriebenen Biochip vorteilhaft appliziert werden 
konnen. Vorteilhaft ist insbesondere, dalS somit LGsungen Oder Zellen durch Pipetierauto- 
maten oder andere Pipetten- Oder Kanulenanordnungen, die zueinander in starrer Anord- 
nung stehen, gleichzeitig aus mehreren Kuvetten der standardmaflig verwendeten Kuvet- 
tenplatten entnommen und auf den Biochip aufgebracht werden k0nnen,da die Anordnung 
der Pipetten Oder Kanulen zueinander zum Aufbringen der LOsungen oder Zellen auf den 
Biochip beibehalten werden kann. 

Daruber hinaus ermoglicht der erfindungsgema&e Biochip, bedingt durch seine Geometrie, 
dass auf ihm aufgebrachte Membranen gegenuber der bekannten Vorrichtung wesentlich 
leichter zuganglich sind. So lassen sich die Membranen wesentlich besser beobachten, 
chemisch und/oder mechanisch und/oder elektrisch manipulieren. 

GemafJ einer vorteilhaften Weiterbildung des zuvor beschriebenen Biochips weist die 
Oberfiache im Bereich einer jeden Offnung aufnahmeseitig eine Einrichtung zur Verbesse- 
rung des Kontaktes mit der Zellmembran auf, durch die eine verbesserte Haftung der 
Membran an dem Biochip im Bereich der Apertur (Offnung) gewahrleistet werden kann. 
Hierdurch lasst sich auch der elektrische Abdichtwiderstand erhohen. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung kann die Einrichtung zur Verbesserung des 
Kontaktes in Form einer Strukturierung der Oberfiache ausgebildet sein. 



3 



WO 02/066596 



PCT/EP02/00078 



Hierzu kann die Strukturierung in Form eines Oder einer Mehrzahl von Ringen, der Oder die 
urn jede Offnung angeordnet sind, Oder in Form eines Oder einer Mehrzahl von Quadraten 
Oder Rechtecken, das Oder die urn jede Offnung angeordnet sind, vorgesehen sein. 

Insbesondere kann die Strukturierung hierbei in Form einer urn die Offnung in geringem 
Abstand konzentrisch angeordneten Vertiefung in der Oberflache des Biochips vorgesehen 
sein, deren Durchmesser ein Mehrfaches des Durchmessers der Offnung betragt, so dass 
der Rand der Offnung aus dem sie umgebenen Niveau des Biochips nach oben heraus- 
ragt. Auf diese Weise wird eine Zellemembran durch den Rand der Offnung eingedellt, was 
zur Erhohung des Kontakts zwischen Biochip und Membran fuhrt. 

Jede Offnung kann Langen- und Breitenabmessungen aufweisen, die in einem Bereich von 
10 ^m bis 10 nm liegen. Hierdurch lasst sich die Anzahl der beobachteten lonenkanale ein- 
stellen. Des weiteren wird durch eine kleinere Offnung auch die Membranflache und damit 
die Kapazitat verringert, was zu einer weiter verbesserten Messauflosung fuhrt. 

Der erfindungsgemafJe Biochip eignet sich auch hervorragend zur Ausbildung kunstlicher 
Lipidmembranen (kunstliche Lipiddoppelschicht) auf der Offnung, und zwar in Analogie zum 
bekannten Black-Lipid- Oder Lipid-Bilayer-Verfahren. Hierdurch wird die Untersuchung von 
lonenkanaien durch Fusion lonenkanale enthaltender Vesikel mit der kunstlichen Lipiddop- 
pelschicht ermoglicht. 

Aufgrund der im Vergleich zum bekannten Bilayer-Verfahren geringen GrGfJe der Apertur 
(bei bekannten Vorrichtungen ist die Grolie der Apertur regelmaftig > 100 pm) und der dar- 
aus resultierenden geringen Kapazitat lasst sich das Signal-Rauschverhaitnis verbessern. 

Entsprechend einer bevorzugten Ausfuhrung der zuvor beschriebenen Biochips kann jede 
Offnung im wesentlichen kreisfflrmig sein. Derartige Kreisformen lassen sich auf einfache 
Weise in den Biochip implementieren. Falls eine einfache Implementierung nicht erforder- 
lich ist, k6nnen auch andere Formen fur die Offnungsquerschnitte gewahlt werden. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung aller zuvor beschriebener Biochips kann 
das Substrat einen Basisabschnitt mit einer ersten Dicke und einen bzw. eine Mehrzahl von 
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im Basisabschnitt ausgebildeten Fensterabschnitt bzw. Fensterabschnitten mit einer zwei- 
ten Dicke aulweisen, in dem bzw. in denen jeweils eine Offnung vorgesehen ist. Insbeson- 
dere konnen hierbei die Dicke des Basisabschnitts in einem Bereich von 1 mm bis 100fxm 
und die Dicke des Fensterabschnitts in einem Bereich von 1|nm bis 50 pm liegen. Durch 
diese Weiterbildung bleibt die mechanische Stabilitat des Substrats gewahrleistet, wahrend 
die Lange der Apertur (senkrecht zum Offnungsquerschnitt) und damit auch der elektrische 
Zugangswiderstand mOglichst gering bleiben. AuBerdem kOnnen durch diese Weiterbildung 
mit Hilfe eines Trockenatzschritts, von Laserablation Oder von Aufatzen einer latenten lo- 
nenspur Aperturen mit Durchmessem von 10 pm bis hinab zu weniger als 1 pm erzeugt 
werden. Diese Weiterbildung ermOglicht daruberhinaus eine vereinfachte Befullung mit 
Elektrolytlosung und elektrische Kontaktierung der Apertur. Die durch die lokale Ausdun- 
nung entstehende Vertiefung an der Unterseite des Biochips erlaubt das einfache Einpipet- 
tieren von LOsungen, die durch Kapillarkrafte in die Apertur vordringen und diese fullen. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung aller zuvor beschriebener Biochips kann 
das Substrat ein Halbleitermaterial, wie GaAs, Si, Oder AIGaAs Oder einen Isolator, wie Glas 
Oder Quarz, Oder Polymere, wie Polycarbonat, Plexiglas Oder Polydimethylsiloxan (PDMS), 
umfassen. Durch diese Materialen lassen sich eine Vielzahl von Vorteilen, insbesondere 
eine einfache Herstellung durch eine fur das jeweilige Material ausgereifte Prozesstechnik, 
erzielen. 

GemSfJ einer vorteilhaften Weiterbildung besteht das Substrat mit dem Basisabschnitt und 
den darin ausgebildeten Fensterabschnitten aus einem Material. Dadurch kann das Her- 
stellungsverfahren des Biochips vereinfacht werden. 

Bei Verwendung eines Substrats aus Halbleitermaterial, insbesondere Si, GaAs Oder AI- 
GaAs, kann eine passivierende und isolierende Schicht, die einseitig Oder beidseitig auf das 
Substrat aufgebracht wird, vorgesehen werden. Diese Isolationsschicht kann insbesondere 
aus Si0 2 ,Si3N 4f Glas Oder Polymeren, sowie aus Mehrschichtsystemen bestehen, in denen 
diese Materialien miteinander und/oder mit den oben genannten Halbleitern und/oder mit 
Metallen kombiniert werden, und Dicken von 50 nm bis zu mehreren pm aulweisen. Mit die- 
sen Materialien kann ein Abdichtwiderstand von einigen Gn, wie er zur Messung von Stro- 
men im pA-Bereich erforderlich ist, realisiert werden. 
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Die Isolationsschicht kann bei der Herstellung dieser Ausfuhrungsform auch die Funktion 
einer Atzstoppschicht erfullen, und bei anisotropem Atzen des Halbleiters zur Ausbildung 
eines Fensterabschnitts fuhren, in dem nur noch die Isolationsschicht vorhanden ist. Die 
Apertur kann dann lithographisch definiert und in die freitragende Isolationsschicht durch 
Trockenatzverfahren eingebracht werden. 

Als weitere vorteilhafte Alternative lassen sich Polymere, wie Polydimethylsiloxan (PDMS) 
als Substratmaterial einsetzen. Bei der Herstellung des zuvor beschriebenen Biochips aus 
PDMS wird ein 3D-Negativtemplat (Gussform) verwendet, das die invertierte Struktur des 
gewunschten Biochips hat. Das PDMS ist zunachst zahflussig und wird, nach Vermischen 
mit Harter, in die Gussform gegossen und mit Oder ohne Erhitzen (etwa 60 bis 100 Grad 
Celsius) ausgehartet. Der flexible Biochip kann daraufhin aus der Gussform ausgelOst wer- 
den, wobei eine vorherige Beschichtung der Gussform mit Silanen das AblOsen erleichtern 
kann. Fur die Herstellung dieser Ausfuhrungsform ist eine chemische Modifikation der 
Oberfiachen (insbesondere Oxidation im Plasmaverascher aber auch andere geeignete 
Verfahren) vorteilhaft. 

Daruber hinaus kGnnen samtliche Oberfiachen des Biochips zusatzliche isolierende und 
passivierende Schichten aus den bereits erwahnten Materialien, sowie chemische Modifi- 
kationen (Silanisierung, Oxidation) aufweisen. 

Gemali einer bevorzugten Weiterbildung alter zuvor beschriebenen Biochips konnen Elek- 
troden auf einer Oder auf beiden Seiten des Substrats vorgesehen sein. Insbesondere las- 
sen sich Elektroden, z.B. aus Gold, Silber Oder anderen geeigneten Metallen, direkt auf den 
Chip aufdampfen. Dies vereinfacht den Versuchsaufbau, da die Elektroden bereits fest auf 
dem Biochip integriert sind und demnach ein Anbringen und Justieren der Elektroden ent- 
failt. Aufcerdem kOnnen durch eine derartige Anordnung, insbesondere wenn die Elektro- 
den bis auf wenige pm an die Membran herangefuhrt werden, die parasitaren Kapazitaten 
und Widerstande noch starker verringert werden, was zu einer weiteren Verbesserung des 
Signal-zu-Rauschverhaitnisses fuhrt. 
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Ob ein Biochip mit integrierten Elektroden auf einer Oder auf beiden Seiten des Substrats 
zum Einsatz kommt, kann in AbhSngigkeit von dem durchzufuhrenden Versuch bestimmt 
werden. Als Elektroden eignen sich insbesondere Ag/AgCI-Elektroden. Diese Elektroden 
haben den Vorteil, dass eine Elektrodenpolarisierung, die zur Verfaischung der Messer- 
gebnisse fuhren wurde, vermieden wird. 

Aulierdem konnen zusatzliche Elektroden integriert werden, so dali uber die Apertur hoch- 
frequente elektromagnetische Wechselfelder anlegbar sind. Insbesondere durch Anlegen 
eines hochfrequenten Wechselfelds im Bereich von MHz bis GHz lasst sich die Dynamik 
der lonenkanale (Konformationsanderungen, lonenpermeation und Bindung von Liganden) 
beeinflussen bzw. analysieren. Zum Anlegen derartiger hochfrequenter Felder ist die Ver- 
wendung von Antennenstrukturen (z.B. die aus der Hochfrequenztechnik bekannte Bow- 
Tie-Antenne) besonders geeignet. Hierdurch kann eine effektive Kopplung des elektroma- 
gnetischen Feldes an den lonenkanal erzielt werden. Eine vorteilhafte Alternative bildet die 
Integration planarer Wellenleiter (sog. strip-lines) fur hochfrequente Wechselfelder. 

Die Elektroden konnen hierbei eine Breite von 40 nm aufweisen und die Elektroden konnen 
bis auf wenige nm an die Offnung herangefuhrt sein, urn die Einkopplung der Leistung der 
Wechselfelder zu optimieren. 

Bei der Verwendung eines Substrats mit einem Basisabschnitt mit einer ersten Dicke und 
einem bzw. einer Mehrzahl von im Basisabschnitt ausgebildeten Fensterabschnitt bzw. - 
abschnitten mit einer zweiten Dicke kGnnen Ag/AgCI-Elektroden in Form von DrShten oder 
gesinterten Kapseln (Pellets) in diese Vertiefung engebracht werden, wodurch auch die 
Apertur elektrisch kontaktiert wird. 

Zur mechanischen Manipulation von Zellen oder Flussigkeiten auf dem Biochip konnen In- 
terdigitalelekroden zur Erzeugung von akustischen Oberflachenwellen vorgesehen werden, 
mit deren Hilfe Zellen oder Flussigkeiten relativ zur Apertur des Biochips positioniert werden 
konnen. Insbesondere konnen akustische Oberflachenwellen die Zellen in Bewegung hal- 
ten, so dali sie nicht auf dem Chip anhaften, was es unmdglich machen wurde, sie in die 
Apertur einzusaugen oder auf andere Weise dorthin zu bringen. 
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Ebenso wie Elektroden konnen gemafi einer bevorzugten Weiterbildung der zuvor be- 
schriebenen Biochips auch elektrisch und/oder optisch aktive und/oder passive Bauele- 
mente auf dem Substrat integriert sein. Hierdurch ergibt sich eine weitere strukturelle Ver- 
einfachung des Versuchsaufbaus. Insbesondere kOnnen so auch die Signalwege kurz ge- 
halten werden, was sich wiederum auf das Signal-zu-Rauschverhaitnis gunstig auswirkt. So 
konnen die Biochips beispielsweise integrierte Feldeffekttransistoreinrichtungen zur Vorver- 
starkung von Messsignalen aufweisen. 

Die Elektroden, die elektrisch und/oder optisch aktive und/oder passive Bauelemente kon- 
nen vorteilhafterweise auf dem Substrat, gegebenenfalls auf der Atzstoppschicht bzw. Iso- 
lationsschicht, integriert werden. 

Entsprechend weiterer bevorzugter Ausfuhrungsformen kOnnen in alien zuvor beschriebe- 
nen Biochips optische Nahfeldeinrichtungen zur Beobachtung des Oder der lonenkanale 
vorgesehen sein. Die Moglichkeit Nahfeldeinrichtungen einzusetzen ergibt sich aus der 
geometriebedingt leichten Zuganglichkeit einer Membran auf dem Biochip. Insbesondere 
konnen deshalb alle Rastersondenverfahren, wie Rasterkraftmikroskopie (AFM), Optische 
Rasternahfeldmikroskopie (SNOM) und Rastertunnelmikroskopie (STM) problemlos zur 
Beobachtung der Membranen verwendet werden. 

Daruber hinaus kOnnen aufgrund der geometriebedingt leichten Zuganglichkeit auch an- 
dere bildgebende Verfahren, wie beispielsweise Rasterelektronenmikroskopie (REM), kon- 
fokale Fluoreszenzmikroskopie (auch in Kombination mit SNOM), Fluoreszenzspektrosko- 
pie, optische Mikroskopie oder Einzelphotonendetektion eingesetzt werden. Insbesondere 
die Ausftihrung des Biochips in Glas oder Polydimethylsiloxan (PDMS) ist fur Fluoreszenz- 
untersuchungen geeignet, da hier das Substrat einen geringen Fluoreszenzhintergrund 
aufweist. 

Vorteilhafterweise kOnnen in den zuvor beschriebenen Biochips Mikrofluidkanaie zur on- 
chip Perfusion vorgesehen sein. 

GemSli einer besonders vorteilhaften Weiterbildung aller bisher beschriebenen Biochips ist 
aufnahmeseitig eine Schicht aus flexiblem, nicht elektrisch leitendem Polymer aufgetragen, 
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wobei die Schicht mindestens zwei Offnungen aufweist, durch die mindestens die Offnun- 
gen in dem Substrat freigelegt werden. Die FlSche einer Offnung in der Polymerschicht ist 
somit mindestens so grofi wie die Fiache einer Offnung in dem Substrat. Die Schicht ist 
vorzugsweise 10 pm bis 5 mm dick und besteht beispielsweise aus PDMS. Die Offnungen 
konnen beispielsweise gestanzt sein. Durch diese Offnungen in dem flexiblen Polymer, de- 
ren Durchmesser beispielsweise 10-5000 pm sein kann, werden auf dem Biochip aufnah- 
meseitig einzelne Bereiche ahnlich Kuvetten definiert, die der Aufnahme von Flussigkeit 
dienen und in denen das Substrat des Biochips mit mindestens einer Apertur aufnahmesei- 
tig frei liegt. Besonders vorteilhaft ist die dadurch aufnahmeseitig zugleich erreichte elektri- 
sche Trennung einzelner Aperturen voneinander. Dabei kann beispielsweise jede Offnung 
in der Polymerschicht genau eine Apertur und einen Teil des umgebenden Substrats freile- 
gen. Alternativ konnen durch eine Offnung der Polymerschicht auch mehrere Aperturen 
freigelegt werden; in diesem Fall umfasst eine Kuvette mehrere Aperturen. PDMS ist als 
Substrat fur diese Kuvetten besonders geeignet, da es gute adhesive Eigenschaften ge- 
genuber Glas und Quarz ebenso wie gegenuber den anderen oben genannten Substraten, 
aus denen der Biochip gestaltet sein kann, besitzt, sowie biokompatibel ist. 

Alternativ kann durch chemische Behandlung die Substratoberflache des Biochips hydro- 
phob gemacht werden, sodaR aufnahmeseitig uber den Aperturen abgesetzte Losungs- 
tropfen mit steilem Kontaktwinkel aufliegen und stabil voneinander getrennt bleiben. Da- 
durch entsteht ohne Zuhilfenahme einer weiteren Struktur ein ebenfalls als Kuvette wirksa- 
mes Flussigkeitskompartiment. 

GemSIJ einer weiteren besonders vorteilhaften Weiterbildung aller beschriebenen Biochips 
befinden sich in Oder oberhalb der Substratoberflache KanSle parallel zur Substratoberfla- 
che. In einer bevorzugten Alternative werden diese KanSle direkt als GrSben in der Oberfla- 
che des Substrats gebildet und sind dann nach oben offen. Gemaii einer anderen vorteil- 
haften Alternative ist der Biochip aufnahmeseitig mit einer Schicht aus PDMS Oder einem 
beliebigen anderen, auf dem Biochip adhflrenten Substrat versehen, das von zur Oberfla- 
che des die Apertur enthaltenden Substrates des Biochips hin offenen GrSben durchzogen 
ist. Diese Graben kOnnen insbesondere Durchmesser und Tiefen zwischen 5 und 500 |jm 
aufweisen. Diese Graben werden durch Aufbringen der sie enthaltenden Schicht auf den 
Biochip zu Fluidkanalen, die durch die SubstratoberflSche des Biochips verschlossen wer- 
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den. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind diese Graben so gestaltet, dafc 
sie kreuz- Oder sternfOrmig auf die Aperturen zu und von dort weg verlaufen. Weiterhin sind 
die Dimensionen dieser Kanale in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform dieser 
Weiterbildung so bemessen, daft Zellen sich in einer durch die Kanale stromenden Flussig- 
keit entweder einzeln (eine nach der anderen) Oder in anderer Anordnung durch sie hin- 
durch bewegen. Daher sind soiche Kanale geeignet, Zellen horizontal zur Chipoberflache 
von der Peripherie des Biochips gezielt uber die Aperturen und uber sie hinweg zu bewe- 
gen und zwar so, dafi Anlegen von Unterdruck uber eine Apertur unmittelbar zum Ansau- 
gen der jeweils daruber befindlichen Zelle fuhrt. 

Die zuvor beschriebenen Biochips lassen sich auf einfache Weise herstellen. Grundsatzlich 
sind alien Verfahren folgende Schritte gemeinsam: Vorsehen eines Substrats, Ausbilden 
eines Oder mehrerer Fensterabschnitte in dem Substrat, und Ausbilden je einer Offnung pro 
Fensterabschnitt. 

Im Falle eines Biochips auf Basis eines Halbleitersubstrat mit Isolationsschicht bietet sich 
fur die Herstellung des Fensterabschnitts folgendes Verfahren an: eine dem nasschemi- 
schen Atzverfahren (insbesondere KOH) gegenuber resistente, ober- und unterseitig vor- 
handene Isolationsschicht wird unterseitig durch einen Trockenatzschritt in einem lithogra- 
phisch definierten Bereich entfernt, wodurch in diesem Bereich das Halbleitersubstrat direkt 
exponiert ist. Der folgende nasschemische Atzschritt (insbesondere KOH) bewirkt dann 
durch anisotropes Atzen die Ausbildung eines Atzgrabens, der die Form einer umgekehrten 
Pyramide hat. Dieser Atzgraben kann bei ausreichender GrGBe der primar exponierten 
Substratfiache bis auf die gegenuberliegende Seite reichen, bleibt jedoch in jedem Falle 
durch die gegenuberliegende, dem nasschemischen Atzmittel gegenuber resistente Isolati- 
onsschicht, die also als Atzstoppschicht wirkt, einseitig verschlossen. Hierdurch kann auf 
sehr einfache Weise eine prazise Ausbildung eines rechteckigen Fensterbereichs erhalten 
werden, dessen Fiache von der Flache des unterseitig im ersten Schritt exponierten Sub- 
strats abhangt. Als Atzstoppschicht bzw. Isolationsschicht haben sich hierbei insbesondere 
eine Si 3 N x -Schicht, vorzugsweise eine Si 3 N 4 -Schicht, eine Si0 2 -Schicht Oder Si 3 N x / Si0 2 - 
Mehrschichtssysteme als gunstig erwiesen. 
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SchliefJIich kann durch optische Lithographie und einen Trockenatzschritt im Fensterab- 
schnitt die Offnung selbst gebildet werden. Dieses Verfahren eignet sich fur vergleichsweise 
grofJe Offnungen (grofcer gleich 1 |jnn). Sollen kleinere Offnungen, d.h. bis herab zu 10 nm 
vorgesehen werden, lasst sich die Offnung beispielsweise durch Elektro- 
nenstrahllithographie und einen Trockenatzschritt bilden. In einer bevorzugten Alternative 
kann die Offnung mittels eines fokussierten lonenstrahls gebildet werden. 

Bei Ausfuhrung des Biochips auf Glassubstrat Oder Quarzsubstrat kann ein isotropes HF- 
Atzverfahren zur Definition des Fensterabschnitts durch lokale Ausdunnung des Glassub- 
strats zum Einsatz kommen. Ebenso kann alternativ der Fensterabschnitt durch Ablation 
mit einem Laser geeigneter Welleniange Oder durch Heissformgebung (Heisspressen) 
ausgebildet werden. 

Die eigentliche Offnung kann zum einen durch Lithographie in Kombination mit einem Trok- 
kenatzschritt in das Fenster eingebracht werden. Im Fall dieser Substratmaterialien kann 
auch das Aufatzen einer latenten Spur eines einzelnen hochenergetischen Ions, das den 
ausgedunnten Fensterbereich durchlaufen hat, zur Herstellung der Apertur genutzt werden. 
Es ist ebenfalls bevorzugt moglich, in den ausgedunnten Fensterabschnitt die Apertur 
durch Ablation mit einem Laser geeigneter Welleniange einzubringen. Hier ist insbesondere 
die Verwendung eines Excimer-Lasers mit einer Welleniange im ultravioletten Bereich vor- 
teilhaft. Insbesondere nach vorhergehendem Ausdunnen des Substrates im Fensterab- 
schnitt auf zwischen 10 und 50 jjm kOnnen durch Bestrahlung mit Laserlicht Aperturen mit 
Durchmessern von weniger als 10 |jm bis hinab zu weniger als 1 pm erzeugt werden. 

GemalS einer bevorzugten Weiterbildung aller zuvor beschriebenen Biochips kann die Sub- 
stratoberfiache, der Rand der Apertur oder die Innenwand der Apertur durch lokale Erwar- 
mung, zum Beispiel mit einem Laser geeigneter Welleniange, behandelt werden (soge- 
nanntes tempern), urn die Eignung der Substratoberfiache, des Randes der Apertur oder 
ihrer Innenwand zur Ausbildung eines engen Kontaktes mit einer Zellmembran zu verbes- 
sern, sie zum Beispiel zu giatten oder die chemische Struktur des Substrats in geeigneter 
Weise zu verandern. Dies kann jedoch auch durch nichtlokale Erwarmung des gesamten 
Biochips geschehen. Die bei der lokalen oder nichtlokalen Erwarmung erreichten Tempe- 
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raturen konnen dabei sowohl unterhalb als auch oberhalb des Schmelzpunktes des jeweili- 
gen Substrats liegen. 

Bei einer Ausfuhrung des Biochips aus PDMS entfailt der Atzschritt, da hier mit einem Ab- 
druckverfahren gearbeitet wird; d.h. sowohl Fensterabschnitt als auch Offnungen werden 
von einem 3D-Negativtemplat ubertragen. Die beschriebenen Atz- und Lithographieverfah- 
ren kommen allerdings bei der Herstellung des Negativtemplats zum Einsatz. 

Alle zuvor beschriebenen vorteilhaften Weiterbildungen lassen sich sowohl bei Biochips mit 
einer Offnung (M = N = 1) als auch bei Biochips mit einer Mehrzahl von Offnungen (M > 1 
und/oder N > 1) einsetzen. 

Alle zuvor beschriebenen Biochips lassen sich, abgesehen von herkommlichen Untersu- 
chungen von lonenkanaien in Membranen auf vielfaitigste Weise einsetzen. 

In die Offnung Oder die Offnungen des Biochips kOnnen Teilbereiche der Zellmembran von 
Zellen (z.B. isolierte Zellen aus Geweben oder PrimSrkulturen, sowie Zelllinien, die be- 
stimmte lonenkanale exprimieren) inkorporiert werden. Dazu erfolgt vorteilhafterweise zu- 
nachst die Positionierung einer Zelle pro Apertur. Dazu werden vereinzelte (nicht miteinan- 
der zusammenhangende) Zellen in wa&riger Suspension auf den Biochip aufgebracht, wo- 
bei die Apertur bereits mit einer Elektrolytlosung gefullt ist. 

Vorteilhafterweise werden die Zellen mit Hilfe von mindestens einer Pipette oder Kanule 
aufgebracht. Dies kann automatisch, z.B. durch elektronisch gesteuerte xyz-Motoren, erfol- 
gen. In einer bevorzugten Weiterbildung ist fur jede Apertur eine eigene Pipette oder Ka- 
nule vorgesehen. 

Gemali einer weiteren, besonders vorteilhaften Anordnung enthalten diese Pipetten oder 
Kanulen integrierte Elektroden, die zur Messung des lonenstroms durch lonenkanale ge- 
eignet sind, und die uber die in der Pipette oder Kanule befindliche Elektrolytlosung mit der 
Kuvette und also der Apertur in elektrischer Verbindung stehen. Dadurch entfailt die Not- 
wendigkeit, solche MeBelektroden aufnahmeseitig auf dem Chipsubstrat vorzusehen. 



12 



WO 02/066596 



PCT/EP02/00078 



Falls der Biochip, wie oben beschrieben, mit parallel zur Substratoberflache verlaufenden 
Kanaien versehen ist, konnen eine oder mehrere vereinzelte Zellen uber diese Kanale in 
den Biochip eingespult und dann auf jeweils einer Offnung positioniert werden. 

Zur Positionierung einer Zelle auf der Apertur kann von der der Aufnahmeseite gegenuber- 
liegenden Seite der Apertur aus ein Unterdruck angelegt werden, sodalS der entstehende 
Flussigkeitsstrom eine Zelle auf die Apertur bewegt. Alternativ Oder zusatzlich kann ein 
konstantes elektrisches Feld uber die Apertur angelegt werden, was die Bildung eines 
dichten Anschlusses zwischen Zelle und Biochip fordert. 

Ebenfalls alternativ oder zusatzlich konnen uber geeignete, auf dem Biochip vorgesehene 
Elektroden Gleichspannungs- oder Wechselspannungsfelder angelegt werden, durch die 
Zellen elektrophoretisch oder dielektrophoretisch auf die Apertur zubewegt werden oder 
dort festgehalten werden. 

Ebenfalls alternativ oder zusatzlich konnen durch weitere Elektroden erzeugte akustische 
Oberflachenwellen verwendet werden, urn Zellen oder Zellen enthaltende Flussigkeitstrop- 
fen auf die Apertur zu positionieren. 

Ebenfalls alternativ oder zusatzlich konnen uber die Apertur weitere mechanische, chemi- 
sche (z. B. osmotische oder onkotische), elektrische, magnetische oder elektromechani- 
sche Gradienten oder Felder angelegt werden, urn Zellen direkt oder indirekt auf die Aper- 
tur zuzubewegen. 

Alternativ oder zusatzlich konnen zur Positionierung von Zellen auf der Apertur weitere 
Zellen oder andere Partikel oder Losungen aufnahmeseitig zugegeben werden, die durch 
ihr spezifisches Gewicht oder aufgrund anderer Eigenschaften die Zellen mechanisch 
und/oder durch andere Krafte auf die aufnahmeseitige Oberfiache des Biochips und/oder 
auf die Apertur zubewegen und/oder dort festhalten. 

Vorzugsweise werden alle beschriebenen Verfahren zur Positionierung einer Zelle auf einer 
Apertur auch dazu verwendet, die Zelle auf der Apertur zu fixieren. 
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Vorteilhafterweise wird mit den oben beschriebenen Biochips eine elektrophysiologische 
Charakterisierung jeder Zelle vorgenommen. 

Uber die Apertur kann analog der aus der Patch-Clamp-Technik bekannten sogenannten 
Ganzzellspannungsklemme auch Kontakt zum Innern einer ganzen Zelle hergestellt wer- 
den. Dies geschieht vorteilhafterweise durch sprunghafte, kurzzeitige (Dauer: vorzugswei- 
se 10 ms bis 10 s, Amplitude: vorzugsweise -10 bis -1000 mmHg) Erniedrigung des 
Drucks in der Apertur (Saugpuls), durch Anlegen eines elektrischen Spannungspulses 
(Dauer: vorzugsweise 0.1 bis 1000 ms, Amplitude: vorzugsweise 100 mV bis 10 V) Oder 
durch Zugabe eines Porenbildners (z.B. Gramicidin Oder Nystatin) zur Perforation des in 
der Apertur befindlichen Membranabschnittes. 

Die Anwesenheit einer Zelle uber der Apertur kann durch Messung des Leitwertes Oder der 
Hochfrequenzimpedanz oder anderer elektrischer Parameter der Apertur detektiert werden. 
Danach kann beispielsweise der Saugimpuls ausgelOst werden. 

Vorteilhafterweise wird durch Einspulen oder Absaugen von L6sung eine Applikation oder 
Desapplikation von Wirkstoffen durchgefuhrt. Das Einspulen oder Absaugen kann durch 
Pipetten oder Kanulen erfolgen. Falls Fluidkanale vorhanden sind kOnnen diese zum Ein- 
spulen Oder Absaugen verwendet werden. Die Applikation oder Desapplikation von Wirk- 
stoffen kann vor oder wShrend einer Messung erfolgen. 

Weiterhin kflnnen alle beschriebenen Biochips auf der der Aufnahmeseite gegenuberlie- 
genden Unterseite mit Vorrichtungen versehen werden, die das einfache Anlegen eines 
Unter- oder Uberdruckes gegenuber der Oberseite (d.h. eines Druckgradienten uber die 
Aperturen) gestatten. Diese konnen beispielsweise als unter jeweils jeder Offnung bzw. je- 
dem Fensterbereich befindliche, flussigkeitsgefullte Hohlkammern in einem flexiblen Poly- 
mersubstrat (z.B. PDMS) ausgebildet sein, die jeweils mit der Apertur und durch sie mit der 
Oberseite des Biochips verbunden sind, und deren Volumen durch von aufien wirkenden, 
durch eine mechanische Vorrichtung erzeugten Druck verkleinert, bzw. durch Verringern 
desselben wieder vergrofiert werden kann. 
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Das Anlegen eines Druckgradienten uber die Aperturen kann auch uber Mikrofluidkanale 
und damit verbundene Schlauchsysteme erfolgen. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann einer der beschriebenen Bio- 
chips auch mit einem weiteren, zweiten Biochip kombiniert werden, der mit einer Einrichtung 
zur Positionierung von Zellen relativ zu den Offnungen des ersten Biochips versehen ist, 
wobei sich die jeweiligen aufnahmeseitigen Oberfiachen in einem festen oder variablen Ab- 
stand genuber befinden. Diese Kombination kann beispielsweise durch eine feste oder fle- 
xible Verbindung beider Biochips geschehen, dergestalt, daft ihre jeweiligen aufnahmeseiti- 
gen Fiachen einander gegenuberliegen und z.B. entweder durch einen Spalt von 10-1000 
|jm Breite getrennt sind oder direkt aneinander anliegen. Vorteilhafterweise umfasst die 
Einrichtung zur Positionierung von Zellen des zweiten Biochips eine Einrichtung zur Erzeu- 
gung von Oberflachenwellen. Falls die Biochips direkt aneinander gelagert sind, umfasst 
die aufnahmeseitige Oberflache des zweiten Biochips vorzugsweise parallel zur Oberflache 
verlaufende Fluidkanale, die zur Oberflache hin offen sind. In diesem Fall konnen die Zellen 
durch diese Fluidkanale eingespult werden. 

Die erfindungsgemafJen Biochips, konnen auch in einer Messsonde eingesetzt werden, mit 
einem Glasrohrchen, das auf der Seite des Substrats vorgesehen ist, die der Seite, auf der 
die Membran aufbringbar ist, gegenuberliegt, wobei die dem Substrat abgewandte Offnung 
des GlasrOhrchens so ausgebildet ist, dass eine Elektrode einfuhrbar ist. Hierdurch kann 
eine Elektrode in ionischer Losung zur Untersuchung des oder der lonenkanale an die Off- 
nung herangefuhrt werden. 

Alternativ dazu kann statt eines GlasrOhrchens eine Haltevorrichtung aus Polycarbonat 
oder einem anderen Material aufter Glas vorgesehen sein, die uber einen zentralen Hohl- 
raum oder mehrere Hohlraume verfugt, der mit der Apertur bzw. die mit den Aperturen des 
Biochips kommunizieren und auf welche der Biochip aufgeklebt oder anders befestigt wird 
und in das eine Elektrode bzw. mehrere Elektroden in ionischer Losung einfuhrbar ist bzw. 
sind. An diesen mit den Aperturen des Biochips kommunizierenden Hohlraumen kOnnen 
wiederum Einrichtungen vorgesehen sein, die es erlauben, Uber- oder Unterdruck anzule- 
gen, urn Zellen aus einer aufnahmeseitig aufgebrachten Suspension von der Apertur fern- 
zuhalten oder anzusaugen. Insbesondere kann eine zwischen dem Biochip und der die 
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Hohlkammem enthaltenden Vorrichtung eine Schicht aus einem flexiblen Poymersubstrat 
(z.B. PDMS) vorgesehen sein, um einen dichten Abschlufi zu gewflhrleisten. 

So entsteht eine Einrichtung, in welcher der oben beschriebene Biochip auf einfache Weise 
integriert werden kann. Insbesondere kann diese Messsonde auch problemlos in bekann- 
ten Patch-Clamp-Aufbauten, insbesondere in aufrechte und invertierte optischen Mikrosko- 
pen sowie Messplatzen fur optische und mechanische Rastersondenverfahren integriert 
werden. 

Vorteilhafterweise kann in einer solchen Messsonde die dem Substrat abgewandte Offnung 
des Glasrohrchens oder der Haltevorrichtung so ausgebildet sein, dass eine Elektrodenein- 
richtung einschraubbar ist. In dieser Anordnung kann die Elektrodeneinrichtung schnell ge- 
wechselt werden und ist daruber hinaus wieder verwendbar. Diese Anordnung eignet sich 
unter anderem fur einen Biochip, der integrierte Elektroden nur auf der Oberseite des Chips 
aufweist. 

Die Messsonde kann zweckmaftigerweise auch zusammen mit der einschraubbaren Elek- 
trode vertrieben werden. 

In einer derartigen Anordnung sind zweckmafcigerweise zwischen der Offnung des Glas- 
rohrchens und der einschraubbaren Elektrode Dichtungsmittel, beispielsweise O-Ringe, 
vorgesehen, damit der Elektrolyt im Glasrohrchen bzw. in der Haltevorrichtung verbleibt. 

Vorteilhafterweise ist das Glasrohrchen Oder die Haltevorrichtung mit dem Substrat verklebt 
oder mit einem Dichtungsring mit dem Substrat verschraubbar. Hierdurch kann eine einfa- 
che und dichte Verbindung zwischen Glasrohrchen und Substrat sichergestellt werden. Die 
Verschraubung gemafi der zweiten Alternative fuhrt zusStzlich zur einfachen Wiederver- 
wertbarkeit des Biochips, da sie eine agressive Reinigung des Biochips ermoglicht. 

Die zuvor beschriebenen Messsonden konnen vorteilhaft so vorgesehen werden, dass sie 
eine Einrichtung zum Erzeugen von Unterdruck in dem Glasrohrchen bzw. in der Haltevor- 
richtung aufweisen. Mit dieser Einrichtung kann mit der ublichen Ansaugtechnik ein Mem- 
branfleck einer ebenfalls in Losung befindlichen Zelle definiert werden. Damit konnen alle 
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zur Durchfuhrung einer Analyse von lonenkanSlen erforderlichen Schritte an einer einzigen 
Vorrichtung durchgefuhrt werden. Dies fuhrt zu einer verbesserten Handhabbarkeit der Vor- 
richtung. 

Im folgenden werden besondere Ausfuhrungsformen der Erfindung unter Bezugnahme auf 
die beigefugte Zeichnung erlautert. In der Zeichnung zeigen: 

Fig. 1a eine Schnittansicht einer ersten Ausfuhrungsform eines Biochips gemafJ der 
vorliegenden Erfindung; 

Fig. 1b eine Draufsicht auf die erste Ausfuhrungsform eines Biochips gemafX der vor- 
liegenden Erfindung; 

Fig. 1c eine Draufsicht auf eine Abwandlung der ersten Ausfuhrungsform eines Biochips 
gemaft der vorliegenden Erfindung; 

Fig. 2 eine zweite Ausfuhrungsform des Biochips gemafc der vorliegenden Erfindung; 

Fig. 3 eine dritte Ausfuhrungsform des Biochips gemaii der vorliegenden Erfindung; 

Fig. 4 eine Ausfuhrungsform der Messsonde gemaG der vorliegenden Erfindung; und 

Fig. 5 eine Pipette zur Untersuchung von lonenkanaien gemSB dem Stand der Tech- 
nik. 

Figur 1a und 1b zeigen eine erste Ausfuhrungsform 1 eines Biochips gemaiJ der vorliegen- 
den Erfindung. 

Dieser Biochip umfasst ein Substrat, in dem eine Offnung 19 zur Aufnahme einer wenig- 
stens einen lonenkanal umfassenden Zellmembran vorgesehen ist. Im vorliegenden Fall ist 
ein Biochip mit M = N = 1 dargestellt. 
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Das Substrat umfasst einen Basisabschnitt 10 mit einer ersten Dicke di und einen Fenster- 
abschnitt 1 1 mit einer zweiten Dicke d 2 , in dem die Offnung 19 vorgesehen ist. 

Die Dicke des Basisabschnitts 10 liegt in einem Bereich von 1 mm bis 100 pm und die Dik- 
ke des Fensterabschnitts liegt in einem Bereich von 1 pm bis 50 nm. Der Fensterabschnitt 
hat hierbei eine Flache von einigen 10 pm 2 bis 0.1 mm 2 

Die Offnung 19 ist im wesentiichen kreisformig und hat einen Durchmesser, der in einem 
Bereich von 10 pm bis 10 nm liegt. Die GroBe der Offnung bestimmt sich danach, wie viele 
lonenkanSle in einer Zellmembran untersucht werden sollen. 

Der Biochip 1 ist aus einem (0001)-Quarz (Z-Schnitt) gebildet, in den zunachst durch einen 
anisotropen nasschemische Atzschritt der Fensterabschnitt 1 1 ausgebildet wird. Als Atz- 
mittel wird hierbei HF verwendet. 

Im letzten Schritt wird, je nach Grofie der erwunschten Offnung, diese Offnung durch op- 
tische Lithographie und einen Trockenatzschritt Oder durch Elektronenstrahllithographie 
und einen Trockenatzschritt gebildet. 

Weiterhin ist die Oberflache des Biochips gemafc Figur 1 im Bereich der Offnung mit einer 
Einrichtung zur Verbesserung des Kontaktes zwischen Biochip und Zellmembran versehen. 
Diese Einrichtung ist vorliegend durch eine Strukturierung der Oberflache ausgebildet. 
Hierzu sind ringformige Erhebungen 15, die urn die Offnung angeordnet sind, vorgesehen. 

Durch diese Erhebungen wird eine zu untersuchende Membran mit einem lonenkanal ein- 
gedellt, wodurch aufgrund eines Hydraulikeffekts eine bessere Haftung erzielt wird und der 
elektrische Abdichtwiderstand erhoht wird. 

Die Strukturierung in dem Biochip gemaG Figur 1a und 1b ist hierbei lediglich beispielhaft zu 
verstehen. Insbesondere lassen sich auch andere Formen von ErhShungen einsetzen, bei- 
spielsweise ein oder eine Mehrzahl von Quadraten oder Rechtecken, das Oder die urn jede 
Offnung angeordnet sind. Eine dieser Alternativen ist in Figur 1 c dargestellt. 
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Figur 2 zeigt eine zweite Ausfuhrungsform eines Biochips gemaii der vorliegenden Erfin- 
dung. 

Dieser Biochip weist ebenfalls ein Substrat 20, 21, in dem eine Offnung 29 zur Aufnahme 
einer wenigstens einen lonenkanal umfassenden Zellmembran vorgesehen ist. Auch fur 
den in Figur 2 dargestellten Biochip ist M = N = 1 . 

Die geometrische Form und die Abmessungen des Biochips 2 entsprechen denen des in 
Figur 1 gezeigten Biochips 1. Zur Vermeidung von Wiederholungen wird in diesem Zusam- 
menhang ledigiich auf die entsprechende Beschreibung der Figur 1 verwiesen. Die Bezugs- 
zeichen einander entsprechender Teile unterscheiden sich hierbei nur in ihrer ersten Ziffer. 

Das Substrat des Biochips 2 umfasst einen Basisabschnitt 20, der ebenfalls aus Quarz ge- 
bildet ist, und eine Atzstoppschicht, in welcher der Fensterabschnitt 21 ausgebildet ist. Die- 
se Atzstoppschicht besteht aus Si 3 N X| vorzugsweise Si 3 N 4 . 

Gegenuber dem Biochip 1 auf Figur 1 zeichnet sich der Biochip 2 dadurch aus, dass er 
durch ein vereinfachtes Verfahren herstellbar ist. 

So wird auf das Substrat 20 zunachst ein Atzstoppfilm aufgebracht. AnschlielSend wird von 
der gegenuberliegenden Seite durch einen anisotropen nasschemischen HF-Atzschritt der 
Fensterabschnitt 1 1 bis zur Atzstoppschicht gebildet. Abschlieliend wird die Offnung, vor- 
zugsweise durch eines der im Zusammenhang mit der ersten Ausfuhrungsform beschrie- 
benes Verfahren, gebildet. 

In Figur 3 ist eine dritte Ausfuhrungsform eines Biochips 3 gemafJ der vorliegenden Erfin- 
dung dargestellt. 

Bezuglich der geometrischen Abmessungen und Aufbaus entspricht der Biochip 3 im we- 
sentlichen dem Aufbau der in den Figuren 1 und 2 beschriebenen Biochips, so dass auch 
hier zur Vermeidung von Wiederholungen auf die Beschreibung dieser Chips verwiesen 
wird. Die Bezugszeichen einander entsprechender Teile unterscheiden sich hierbei nur in 
ihrer ersten Ziffer. 
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lm Gegensatz zu den dort gezeigten Biochips besteht der Basisabschnitt 30 des Substrat 
aus einem Halbleitermaterial, beispielsweise (100)-Si. 

Auf diesem Halbleitermaterial ist eine isolierende Schicht aufgebracht, in welcher der Fen- 
sterabschnitt 31 ausgebildet ist Die isolierende Schicht 31 dient aufSerdem im Herstel- 
lungsverfahren als Atzstoppschicht. 

Der Herstellungsvorgang ist demnach dem in Figur 2 hergestellten Biochip ahnlich. In der 
dargestellten Ausfuhrungsform besteht diese Schicht aus Si 3 N 4 . 

Insbesondere wird zuerst auf den Siliziumbasisabschnitt 30 die Isolations- und Atzstopp- 
schicht mit einem PECVD-Verfahren aufgebracht Dann wird von der anderen Seite durch 
einen anisotropen nasschemischen KOH-Atzschritt der Fensterabschnitt 31 in dem Sub- 
strat ausgebildet. Hierbei wird bis zur Atzstoppschicht durchgeatzt AnschlielJend kann, wie 
in den zuvor beschriebenen Ausfuhrungsformen in AbhSngigkeit von der erwunschten 
GrtSlie der Offnung diese durch optische Lithographie bzw. Elektronenstrahllithographie und 
einen Trockenatzschritt ausgebildet werden. 

Im letzten Schritt werden schliefJIich noch Elektroden 32 und 33, die im vorliegenden Fall 
aus Ag/AgCI bestehen, auf die Oberseite und die Unterseite des Substrats aufgebracht. 

In Figur 3 ist daruber hinaus dargestellt, wie eine Membran Me mit einen lonenkanal I in die 
Offnung 39 eingebracht worden ist. Zur anschliefcenden Messung, die unter Bezugnahme 
auf Figur 4 noch im Detail beschrieben wird, muss eine Elektrolytflussigkeit 34 Qber Mem- 
bran und Elektrode 32, sowie im Atzgraben, vorgesehen werden. 

In den Figuren 1 bis 3 sind jeweils Biochips mit M = N = 1 dargestellt. Selbstverstandlich gilt 
oben Gesagtes auch fur Biochips mit Substraten, in denen eine Mehrzahl von Offnungen 
vorgesehen sind. Diese Offnungen konnen in Form eines M x N-Arrays vorgesehen sein. 
Hierbei konnen sie regelmaftig oder reihenweise versetzt angeordnet werden. 
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Die in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Biochips stellen lediglich bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen der Erfindung dar, und sind nicht als BeschrSnkung derselben zu verstehen. 

Dem gemafJ sind eine Vielzahl anderer, nicht gezeigter Ausfuhrungsformen moglich. 

Beispielsweise ist es nicht erforderlich, dass die Offnung kreisformig ausgebildet ist. Sie 
kann je nach Anforderung verschiedene Querschnitte aufweisen. 

AufJerdem iassen sich verschiedene Materialien zur Ausbildung der Biochips einsetzen. So 
kann beispielsweise anstelle des Quarzes auch Glas und anstelle des Silizium ein anderes 
Halbleitermaterial, beispielsweise GaAs, verwendet werden. 

Insbesondere im Fall eines Substrats aus Halbleitermaterial, allerdings nicht beschrankt 
hierauf, konnen die Oberflachen des Substrats mit einer passivierenden Schicht uberzogen 
werden. 

Weiterhin Iassen sich auch verschiedenartige Elektroden einsetzen, beispielsweise solche, 
die zur Erzeugung eines elektromagnetischen Feldes im Bereich des lonenkanals geeignet 
sind. 

Daruber hinaus konnen elektrisch und/oder optisch aktive und/oder passive Bauelemente 
auf dem Substrat integriert werden. 

Ebenso Iassen sich zur Herstellung der Biochips verschiedene aus der Halbleitertechnolo- 
gie hinreichend bekannte Verfahren in Abhangigkeit von dem jeweils verwendeten Materia- 
lien einsetzen. 

In Figur 4 ist eine Messsonde gemafi einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
dargestellt. 

Diese Messsonde umfasst ein Substrat mit einem Basisabschnitt 40 und einem Fensterab- 
schnitt 41 , in dem eine Offnung 49 ausgebildet ist. Auf dem Substrat ist weiterhin eine erste 
Elektrode 42 angeordnet. 

21 



WO 02/066596 



PCT/EP02/00078 



Unter dem Substrat 40 ist eine Haltevorrichtung 45, die uber einen zentralen Hohlraum 
verfugt, der mit der Apertur 49 kommuniziert, befestigt, an die sich eine Elektrode 43 mit 
Halterung anschliefJt. 

Weiterhin umfasst die Messsonde eine Einrichtung zum Erzeugen von Unterdruck in der 
Haltevorrichtung, die durch das Bezugszeichen 46 angedeutet ist. 

Neben der dargestellten Ausfuhrungsform der Messsonde, die nicht als Beschrankung der 
vorliegenden Erfindung zu verstehen ist, sind weitere Abwandlungen moglich. 

Als Biochips lassen sich beispielsweise beliebige der erfindungsgemSISen Biochips einset- 
zen. Insbesondere die Abmessungen bestimmen sich hierbei nach dem Einsatzgebiet, also 
insbesondere der Zahl der zu untersuchenden KanSle. 

Die Haltevorrichtung kann beispielsweise mit dem Substrat verklebt werden. 

Die Elektrodeneinrichtung mitsamt Halterung kann so ausgebildet werden, dass sie von un- 
ten in die Haltevorrichtung einschraubbar ist 

Weiterhin kann zwischen der Offnung der Haltevorrichtung und der einschraubbaren Elek- 
trode ein Dichtungsring vorgesehen sein. 

Im folgenden wird beschrieben, wie mit der vorliegenden Messsonde lonenstrome durch 
den lonenkanal gemessen werden konnen. 

ZunSchst wird eine Zellmembran in Elektrolytlosung auf das Substrat aufgebracht. Durch 
Betatigung der Einrichtung zum Erzeugen von Unterdruck 46 wird die Membran mitsamt 
dem lonenkanal in die Offnung gesaugt. In der Messsonde befindet sich ebenfalls eine 
Elektrolytlosung 44. Uber die beiden Elektroden 42 und 43 kann schliefilich der durch den 
lonenkanal flieftende Strom gemessen werden. 
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Patentanspruche 

1. Biochip (1; 2; 3) zur Untersuchung von lonenkanaien, mit einem Substrat (10; 20; 30), 
in welchem Offnungen (19; 29; 39) zur Aufnahme einer wenigstens einen lonenkanal 
(I) umfassenden Zellmembran (Me) Oder einer kunstlichen wenigstens einen lonenka- 
nal umfassenden Lipidmembran in Form einer MxN Matrix vorgesehen sind, wobei M 
> 1 und N > 1. 

2. Biochip (1 ; 2; 3) nach Anspruch 1 , in welchem die Oberflache des Biochips im Bereich 
einer jeden Offnung aufnahmeseitig eine Einrichtung zur Verbesserung des Kontaktes 
von Zellmembran und Biochip aufweist. 

3. Biochip nach Anspruch 2, in welchem die Einrichtung zur Verbesserung des Kontak- 
tes in Form einer Strukturierung der Oberflache ausgebildet ist. 

4. Biochip nach Anspruch 3, in welchem die Strukturierung in Form eines Oder einer 
Mehrzahl von Ringen, der Oder die urn jede Offnung angeordnet sind, Oder in Form 
eines Oder einer Mehrzahl von Quadraten Oder Rechtecken, das Oder die urn jede 
Offnung angeordnet sind, vorgesehen ist. 

5. Biochip nach einem der Anspruche 1 bis 4, in welchem jede Offnung im wesentlichen 
kreisfGrmig ist. 

6. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem das Substrat einen 
Basisabschnitt (10; 20; 30) mit einer ersten Dicke (ch) und im Basisabschnitt ausgebil- 
dete Fensterabschnitte (11; 21; 31) mit einer zweiten Dicke (d 2 ) aufweist, wobei jede 
Offnung in einem entsprechenden Fensterabschnitt vorgesehen ist. 

7. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem das Substrat ein 
Halbleitermaterial, wie GaAs, Si, Oder AIGaAs oder einen Isolator wie Glas Oder Quarz 
Oder Polymere, wie Poiydimethylsiloxan (PDMS) umfasst 
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8. Biochip nach Anspruch 6 oder 7, in welchem das Substrat mit dem Basisabschnitt und 
den im Basisabschnitt ausgebildeten Fensterabschnitten aus einem Material besteht. 

9. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem Elektroden auf 
einer Oder auf beiden Seiten des Substrats vorgesehen sind. 

10. Biochip nach Anspruch 9, in welchem die Elektroden so ausgebildet sind, dass ein 
zeitlich konstantes elektromagnetisches Feld und/oder ein hochfrequentes elektroma- 
gnetisches Wechselfeld anlegbar ist. 

11. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem planare Wellen- 
leiter zum Anlegen hochfrequenter Wechselfelder integriert sind. 

12. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, an welchem Interdigitalelek- 
troden zur Erzeugung von akustischen Oberflachenwellen vorgesehen sind. 

13. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem aktive und/oder 
passive Bauelemente auf dem Substrat integriert sind. 

14. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die aktiven 
und/oder passiven Bauelemente eine Feldeffektverstarkereinrichtung zur Vorverstar- 
kung von Messsignalen aufweist. 

15. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem eine optische 
Nahfeldeinrichtung zur Beobachtung des Oder der lonenkanaie vorgesehen ist. 

16. Biochip nach Anspruch 15, in welchem die optischen Nahfeldeinrichtungen Raster- 
sondeneinrichtungen umfassen. 

17. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem Mikrofluidkanale 
zur on-chip Perfusion vorgesehen sind. 
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18. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, auf welchem aufnahmeseitig 
eine Schicht aus flexiblem, nicht elektrisch leitendem Polymer aufgetragen ist, wobei 
die Schicht mindestens zwei Offnungen aufweist, durch die mindestens die Offnungen 
in dem Substrats freigelegt werden. 

19. Biochip nach einem der Anspruche 1-17, wobei die aufnahmeseitige Oberflache 
hydrophob ist. 

20. Biochip nach einem der vorangegangenen Anspruche, wobei sich in oder oberhalb 
der Substratoberfiache Kanale parallel zur Substratoberfiache befinden. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Biochips zur Untersuchung von lonenkanalen, mit 
einem Substrat, in welchem Offnungen zur Aufnahme einer wenigstens einen lonen- 
kanal umfassenden Zellmembran oder einer kunstlichen wenigstens einen lonenkanal 
umfassenden Lipidmembran in Form einer MxN Matrix vorgesehen sind, wobei M > 1 
und N > 1 , mit den Schritten: 

Vorsehen eines Substrats, 

Bilden mindestens eines Fensterabschnittes in dem Substrat, und 
Ausbilden einer Offnung in jedem Fensterabschnitt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, in welchem jeder Fensterabschnitt mittels Nass- oder 
Trockenatzverfahren gebildet wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 21, in welchem jeder Fensterabschnitt mittels Laseraus- 
dunnung oder Heififormgebung gebildet wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 - 23, in welchem jede Offnung mittels La- 
serausdunnung oder lonenspuratzen ausgebildet wird. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 21 - 23, in welchem jede Offnung mittels Trok- 
kenatzverfahren Oder einem fokussierten lonenstrahl gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspruch 21-25, mit dem weiteren Schritt: 

lokale Oder nichtlokale Warmebehandlung des Substrats zur Verbesserung des Kon- 
takts mit einer Zellmembran. 

27. Verfahren zur Untersuchung von lonenkanaien in Membranen mit den Schritten: 

Bereitstellen eines Biochips gemafJ einem der Anspruche 1-19, 

Aufbringen einer Oder mehrerer vereinzelter Zellen in wafcriger Suspension auf den 
Biochip, 

Positionierung von hochstens einer Zelle auf einer Offnung. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, in welchem die Zellen mit Hilfe von mindestens einer 
Pipette oder Kanule aufgebracht werden. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, in welchem die lonenkanalstrome mit Hilfe von in jeder 
Pipette oder Kanule integrierten Elektroden gemessen werden. 

30. Verfahren zur Untersuchung von lonenkanaien in Membranen mit den Schritten: 
Bereitstellen eines Biochips gemafi Anspruch 20, 

Einspulen einer oder mehrerer vereinzelter Zellen in wafiriger Suspension in den Bio- 
chip uber die parallel zur Substratoberfiache befindlichen Kanaie, 

Positionierung von hochstens einer Zelle auf einer Offnung. 
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31. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 30, in welchem zur Positionierung jeder 
Zelle an der der Aufnahmeseite gegenuberliegenden Seite einer Offnung ein Unter- 
druck angelegt wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 27-31, in welchem zur Positionierung jeder 
Zelle eine elektrische Gleich- und/oder Wechselspannung senkrecht zur Substrat- 
oberflache angelegt werden. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 32, in welchem zur Positionierung jeder 
Zelle akustische Oberflachenwellen verwendet werden. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 33, in welchem zur Positionierung jeder 
Zelle durch die Offnung mechanische, chemische, elektrische, magnetische Oder 
elektromechanische Gradienten Oder Felder angelegt werden. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 34, in welchem zur Positionierung jeder 
Zelle weitere Zellen Oder Partikel aufnahmeseitig zugegeben werden. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 35 mit dem weiteren Schritt: 

Detektierung jeder Zelle auf einer Offnung durch Messung mindestens eines elektri- 
schen Parameters der Offnung. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 36 mit dem weiteren Schritt: 
elektrophysiologische Charakterisierung jeder Zelle. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 27 - 37, in welchem durch Einspulen Oder Ab- 
saugen von Losung Wirkstoffe appliziert Oder desappliziert werden. 

39. Vorrichtung zur Untersuchung von lonenkanSlen in Membranen, umfassend: 
einen ersten Biochip nach einem der Anspruche 1-20 und 
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einen zweiten Biochip mit einer Einrichtung zur Positionierung von Zellen relativ zu 

den Offnungen des ersten Biochips, 

wobei sich die jeweiligen aufnahmeseitigen OberflSchen in einem festen Oder varia- 
blen Abstand gegenuber befinden. 

40. Vorrichtung nach Anspruch 39, wobei die Einrichtung zur Positionierung von Zellen 
eine Einrichtung zur Erzeugung von Oberfiachenwellen umfasst. 

41. Vorrichtung nach Anspruch 39 oder 40, wobei die Biochips direkt aneinander gelagert 
sind und in die aufnahmeseitige Oberflache des zweiten Biochips parallel zur Oberfla- 
che verlaufende, zur Oberflache hin offene FluidkanSle integriert sind. 

42. MefSsonde (4), umfassend 

einen Biochip (1 ; 2; 3) nach einem der Anspruche 1 - 20, 

eine Haltevorrichtung (45), die uber einen zentralen Hohlraum Oder mehrere Hohl- 
raume verfugt, der mit der Apertur bzw. den Aperturen des Biochips (1; 2; 3) kommu- 
nizieren und die auf der Seite des Substrats vorgesehen ist, die der Seite, auf der die 
Membran (M) aufbringbar ist, gegenuberliegt, wobei 

die dem Substrat abgewandte Offnung der Haltevorrichtung so ausgebildet ist, daft 
eine Elektrodeneinrichtung (43) einfuhrbar ist. 

43. MelJsonde nach Anspruch 42, in welcher die Haltevorrichtung aus Glas Oder Polycar- 
bonat besteht. 

44. MelSsonde nach Anspruch 42 oder 43, in welcher die Haltevorrichtung mit dem Bio- 
chip verschraubbar ist. 
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45. MefJsonde nach einem der Anspruche 42 - 44, in welcher zwischen Haltevorrichtung 
und Biochip Dichtungsmittel vorgesehen sind. 

46. Meftsonde nach Anspruch 42 oder 43, in welcher die Haltevorrichtung mit dem Sub- 
strat verklebt ist. 

47. MelSsonde nach einem der Anspruche Anspruch 42 - 46, in welcher die Elektroden- 
einrichtung in das Glasrohrchen einschraubbar ist. 

48. MefXsonde nach Anspruch 47, in welcher zwischen Haltevorrichtung und Elektroden- 
einrichtung Dichtungsmittel vorgesehen sind. 

49. Mefcsonde nach einem der Anspruche 42 - 48, in welcher eine Einrichtung zum Er- 
zeugen von Unterdruck (46) in dem Glasrohrchen vorgesehen ist. 
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FIG, 2 2 
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FIG, 3 2 
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